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RESUMO

Diante da importancia e da alta prevaléncia da erlichiose na clinica médica de pequenos animais,
foram avaliados 20 cdes de ambos 0s sexos, variadas racas, idades e naturalmente infectados pela
Ehrlichia canis que apresentaram sinais clinicos sugestivos da doenca e positivos ao teste
soroldgico como método diagndstico, atendidos no Hospital Veterinério da Prefeitura de Recife-
PE no periodo de setembro de 2017 a maio de 2018. Foram coletados 4 ml de sangue sendo
utilizados 1,5 ml para o teste sorologico e hemograma e 2,5 ml para a analise bioquimica. 75%
dos animais apresentaram apatia, 50% vémito, 45% secrecdo ocular e 5% disturbio hemorragico.
Os valores para hemécias, hemoglobina e hematocrito foram abaixo dos valores de referéncia,
contudo ocorreu uma variabilidade elevada nas variaveis bastonetes e eosinofilos, com valores
dos desvios padrdo superiores as médias correspondentes, e valores razoavelmente elevados no
desvio padrédo, nas variaveis segmentados, linfécitos e mondcitos. Para as varidveis (PPT, ureia,
ALT, AST, FA, e Fosforo) verificou-se que os resultados apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia. No entanto, a variabilidade se mostrou elevada na fosfatase alcalina com valor do
desvio padréo superior a média correspondente e foram razoavelmente elevadas nas variaveis
uréia, creatinina e AST. As proteinas plasmaticas totais encontraram-se elevadas em 55% dos
pacientes, seguido da ureia com 20%, ALT, FA e fosforo cada um com 15%. Valores inferiores a
referéncia foram registrados em 50% dos pacientes com relacéo ao calcio, 35% na albumina e 5%
fosforo. Nas demais variaveis a maioria dos pacientes foi classificada com valor normal. Conclui-
se que os sinais clinicos e alteracGes laboratoriais encontrados nos caes naturalmente infectados
pela Ehrlichia canis ndo sdo sinais especificos para diagnostico da doenca sendo necessario

utilizar outros meios como ferramenta diagndstica.

Palavras-chaves: Rhipicephalus sanguineus; sorologia; diagndstico; erliquiose; caninos.



ABSTRACT

In view of the importance and the high prevalence of erlichiosis in the clinical practice of small
animals, we evaluated 20 dogs of both sexes, several breeds, ages and naturally infected by
Ehrlichia canis, which presented clinical signs suggestive of the disease and positive to the
serological test as diagnostic method , attended at the Veterinary Hospital of the Municipality of
Recife, PE, Brazil, from September 2017 to May 2018. Four ml of blood were collected, using

1.5 ml for the serological test and the blood count and 2.5 ml for the biochemical analysis. 75%
of the animals presented apathy, 50% vomiting, 45% ocular secretion and 5% hemorrhagic
disorder. The values for red blood cells, hemoglobin and hematocrit were below the reference
values, however, there was a high variability in rod and eosinophil variables, with values of
standard deviations higher than the corresponding mean values, and fairly high values in the
standard deviation, segmented variables, lymphocytes and monocytes. For the variables (PPT,
urea, ALT, AST, FA, and Phosphorus) the results were found to be within the reference values.
However, the variability was elevated in alkaline phosphatase with a standard deviation value
higher than the corresponding mean and were reasonably high in the urea, creatinine and AST
variables. Total plasma proteins were elevated in 55% of patients, followed by 20% urea, ALT,
FA and phosphorus, each with 15%. Values lower than the reference were recorded in 50% of
patients with respect to calcium, 35% in albumin and 5% phosphorus. In the other variables, the
majority of patients were classified as normal. It is concluded that the clinical signs and
laboratory abnormalities found in dogs naturally infected by Ehrlichia canis are not specific signs

for the diagnosis of the disease and other means must be used as a diagnostic tool.

Key worlds : Rhipicephalus sanguineus; serology; diagnosis; erythemia; canine.
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1 INTRODUCAO

A erliquiose canina, comumente denominada erliquiose monocitica canina (EMC) é
doenca infecciosa causada por uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria de monacitos,
denominada Ehrlichia canis, pertence a familia anaplasmataceae, na qual o género Ehrlichia foi
incluido a partir de 2001, havendo sido retirado da familia Rickettsiaceae (GREENE, 2012).

Possui distribuicdo mundial relatada em todo territério brasileiro, sendo endémica nas
regides Tropical e Subtropical e é relatada em todo territorio brasileiro. Necessita de vetores para
ser transmitida, sendo o carrapato marrom, Rhipicephalus sanguineus, 0 mais comum envolvido
na transmissdo atraves de sua saliva no momento do repasto sanguineo. Os carrapatos adultos
poderdo transmitir a enfermidade por até 155 dias apds se infectar (GREENE, 2012).

O Rhipicephalus se infecta ao ingerir sangue de cdes doentes e a doenga pode ser
transmitida em qualquer fase de sua vida. As bactérias ao serem ingeridas pelo hospedeiro
invertebrado se espalham pelo organismo do carrapato (TAYLOR et al.,, 2010). Uma vez
infectado com Ehrlichia canis, a doenca no céo pode progredir para trés fases: aguda, subclinica
e cronica (NEER, 1998). A fase aguda dura de 2 a 4 semanas e as principais manifestacdes
clinicas incluem febre, anorexia, perda de peso, linfoadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia,
lesbes oftalmologicas, desordens respiratdrias, desordens gastrointestinais como vomito e
diarreia, além de uma grande variedade de sinais neurolégicos (HARRUS et al., 2000;
MYLONAKIS, 2014).

AlteracGes hemostaticas como epistaxe, hematiria e diarreia hemorragica também séo
comuns (BULLA, 2004). A alteracdo hematoldgica mais frequente é a trombocitopenia, em
aproximadamente 84% dos casos. Outros achados sdo anemia normocitica normocrémica e
leucopenia, sendo também comun hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia
(BORIN, 2009).

Na fase subclinica se inicia de 3 a 6 semanas ap0s a infeccdo com auséncia de sinais
clinicos. Achados laboratoriais incluem trombocitopenia, leucopenia e anemia nao-regenerativa
(VILLAESCUSA et al., 2012). Na fase cronica os sinais clinicos sdo similares aos da fase aguda,
porém mais graves (WANER et al., 1995). O envolvimento da medula 6ssea na fase cronica e a
incapacidade do animal de montar uma resposta imune efetiva levam a pancitopenia (HARRUS
et al., 2000).
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E importante salientar, no entanto, que em uma infecgfo natural normalmente essas fases
ndo sdo bem distinguiveis. O diagnostico da erliquiose canina é feito baseado na associacdo dos
achados clinicos, provas laboratoriais, sorologicas e moleculares. Desta forma, quanto mais
precoce for o diagndstico, melhores sdo as condicbes de se realizar um tratamento adequado da
doengca (MUNHOZ et al., 2012).

H& pouca informacdo quanto a evolugcdo dos achados clinicos, hematoldgicos e
bioquimicos em cdes naturalmente infectados por um ou mais patégenos transmitidos por vetores
(CARDOSO et al., 2008; BANETH et al., 2009; SCHETTERS et al., 2009). Em locais onde a
circulacdo de mais de um agente patogénico transmitido por carrapatos € importante realizar o
diagndstico definitivo, uma vez que alguns desses agentes podem provocar alteracdes clinicas
inespecificas e muitas vezes mais severas, o que pode dificultar o diagnostico, tratamento e a
resposta do animal a terapia.

Diante da importancia e da alta prevaléncia dessa enfermidade na clinica médica de
pequenos animais, propds-se avaliar cdes acometidos pela Ehrlichia canis utilizando a sorologia
como método diagnostico e correlacionar os achados clinicos, laboratoriais de hematologia,
bioquimica sérica de animais naturalmente infectados atendidos no Hospital Veterinario do
Recife-PE.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais de cdes naturalmente infectados pela Ehrlichia

canis e sorologicamente positivos, atendidos no Hospital Veterinario da Prefeitura de Recife- PE.

2.2 Objetivos Especificos
e Auvaliar clinicamente os cdes naturalmente infectados pela Ehrlichia canis.

e Realizar hemograma e exames bioguimicos (ALT, AST, FA, uréia, creatinina, fosforo e

calcio) de cées naturalmente infectados pela Ehrlichia canis.

e Avaliar a frequéncia de caes naturalmente infectados pela Ehrlichia canis determinado pelo
método soroldgico
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico e Importancia das Doengas Transmitidas por Vetores

As doengas infecciosas transmitidas por vetores artropodes sdo reemergentes em todo o
mundo, devido as mudancas climéticas e ao acesso a outros nichos ecolégicos que ndo 0s
habituais, constituindo um grande desafio na medicina humana e veterindria. A proximidade
entre os animais selvagens cativos, domésticos e humanos auxilia na transmissdo de parasitas e
amplia os potenciais reservatdrios. Algumas espécies de Rickettsiales tém grande importancia
como causadores de doengas, tais como Ehrlichia canis, Anaplasma platys (ALLISON,
2013), Rickettsia rickettsii (LABRUNA 2009; FORTES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017), R.
parkerii, R. felis, R. typhi (FORTES et al., 2011) e A. phagocytophilum (VIEIRA et al, 2011).

3.2 Erliquiose Monocitica Canina

A erliquiose Monocitica Canina (EMC) é causada pela bactéria da ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia, espécie Ehrlichia canis. A prevaléncia desta infeccéo
é alta em regides tropicais e subtropicais e esta distribuida em todos 0s continentes com exce¢édo
da Australia. Ha alguns relatos de casos de erliquiose monocitica humana sendo a E. canis o
agente etiolégico (MCVEY et al., 2016). Também conhecida como pancitopenia canina tropical,
febre hemorragica canina ou tifo canino, € considerado parasita intracelular obrigatério das
células mononucleares (SILVA, 2015), atualmente compreende cinco espécies de bactérias
Gram-negativas, sendo elas, a Ehrlichia ruminantium, E.chaffeensis, E. ewingii, E. muris E. canis
(GREENE, 2012).

A erliquiose tem sido reconhecida como uma das mais importantes doencas infecciosas
transmitida por carrapatos, desde a guerra do Vietnd, por isso, € objeto de estudo por
pesquisadores no mundo inteiro (RIKIHISA, 2011). A distribuicdo da doenca coincide com a
prevaléncia nas areas do vetor Rhipicephalus sanguineus, ocorrendo durante épocas do ano de
altas temperaturas, onde o vetor se torna mais ativo e abundante, embora possam ser relatadas
ocorréncias durante todo o ano, devido a existéncia de infecgdo persistente (SILVA, 2015).

No Brasil, a erliquiose foi observada pela primeira vez em Belo Horizonte, Minas Gerais
(COSTA, 1973). No Rio de Janeiro, foi diagnosticada em cées da Policia Militar (CARRILLO et

al., 1976). Em 1985, foi encontrada em Santa Maria, Rio Grande do Sul, e em 1988 foi verificado


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B2
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B2
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B22
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B17
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B30
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B17
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B36
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um caso clinico em Curitiba, Parand (KAVINSKI et al., 1988). Esta doenca é relatada em todo
territorio brasileiro (BORIN et al., 2009; VIEIRA, 2011; SILVA, 2014).

3.3 O Hospedeiro invertebrado

O Riphicephalus sanguineus (Figura 1) pertence ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida,
Ordem Ixodida, Familia Ixodidae e Género Rhipicephalus (BOWMAN, 2014).

Como caracteristicas anatdmicas, os exemplares de Rhipicephalus sanguineus tém a base
do capitulo hexagonal, com olhos e festdes, o escudo ndo é ornamentado. Eles passam por quatro
estagios evolutivos durante o seu ciclo de vida - ovo, larva, ninfa e adulto (Figura 2) Assim que a
larva eclode do ovo realiza o primeiro repasto sanguineo no hospedeiro durante alguns dias, apos
a qual sofre processo de mudanca do exoesqueleto para o préximo estagio evolutivo, a ninfa.
Nesta segunda fase, apds uma nova alimentacdo por alguns dias no hospedeiro, realiza uma nova
mudanga para o estagio adulto (SHAW, 2008). Os ixodideos adultos diferenciam-se sexualmente,
realizam o repasto sanguineo no hospedeiro e copulam. Apds a alimentacao, a fémea ingurgitada
realiza uma Unica postura de ovos, morrendo em seguida (SHAW, 2008).

Este carrapato na sua classificagdo etoldgica € designado como sendo enddfilo,
monotrdpico e de trés hospedeiros, ou seja, estd adaptado para viver em interiores de casas e
edificios, embora possa sobreviver em exteriores, 0 hospedeiro sempre é da mesma espécie e que
em cada fase de sua vida requer uma alimenta¢do num hospedeiro e posterior muda (DANTAS-
TORRES, 2010).

3.4 O Hospedeiro definitivo

A bactéria tem a capacidade de infectar ruminantes, equideos, felideos, roedores, canideos
e até o homem, no entanto, os hospedeiros vertebrados mais comuns sdo os da familia Canidae,
onde se incluem os cdes (Figura 3), os coiotes, as raposas e 0s chacais. Os cdes em areas
endémicas e aqueles que sdo transportados para estas regides sdo naturalmente mais suscetiveis a
doencga, devido ao maior risco de exposi¢cdo ao Rhipicephalus sanguineus infectado (SAINZ,
2006).



18

Figura 1- Rhipicephalus sanguineus.
Fonte: Bistrol University (2019)
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Figura 2- Ciclo do Rhipicephalus sanguineus
Fonte: Gutiérrez e Sanchez (2016)
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Figura 3- HospedeiroDefinitivo
Fonte: Silva (2019).

3.5 Fisiopatogenia

O Rhipicephalus se infecta ao ingerir sangue de cdes com infeccdo e a doenca pode ser
transmitida em qualquer fase do ciclo da vida do carrapato. As bactérias ao serem ingeridas pelo
hospedeiro invertebrado se espalham, indo dos homacitos no intestino para a glandula salivar
(TAYLOR et al., 2010). O momento da infec¢do ao canino ocorre na hora do repasto sanguineo
feito pelo carrapato infectado, que transmite a Ehrlichia canis ao hospedeiro vertebrado através
de sua saliva (GREENE, 2012).

Apbds a inoculacdo da bactéria no cdo (Figura 4), ela adere a membrana plasmatica da
célula e ocorre o invaginamento, com isso 0 microrganismo passa ao interior da célula onde fica
em um vacuolo. Nas primeiras 48 horas que se seguem de incubacdo ocorre descoloracdo do
citoplasma proximo ao nucleo e formacao de corpos elementares com tamanhos de 0,2 a 0,6pum
(FIGUEIREDO, 2011).

Em seguida, os corpos elementares aumentam em nimero e formam 0s corpos iniciais.
Esses sdo inclusdes de organismos pleomorficos imaturos que variam em tamanho de 0,5 a
2,0um e aparenta corpos elementares aderidos. Apds o sétimo e o décimo segundo dia de

incubacdo as bactérias que se localizam no interior do vactolo realizam replica¢do por diviséo
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binaria formando inclusdes intracelulares chamadas de moérula cujo tamanho varia de 1 a 2pm. A
morula é observada nos leucocitos na fase aguda da infecgdo, mas em pequeno nimero e por um
curto periodo. As inclusdes sao liberadas na circulacdo quando ocorre o rompimento do mondcito
ou por exocitose (HARRUS, 2000).

Ap0s a inoculagdo da bactéria no hospedeiro vertebrado segue o periodo de incubagdo que
varia entre oito e vinte dias, ap6s este periodo os sinais clinicos aparecem caracterizando a fase
aguda da doenca, podendo ainda se dividir em fases subclinica e cronica (NAKAGHI et al.,

2008).
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Figura 4- Fisiopatogenia da infeccdo pela Ehrlichia canis em um canino

Fonte: Gutiérrez e Sanchez (2016)

3.6 Sinais clinicos e fases da doenca
Os cées infectados pela Ehrlichia canis podem apresentar sinais clinicos de severidade

variada. Dependendo da fase da doenga em que se encontram, o quadro clinico pode variar de

severo até a inexisténcia de quaisquer sinais clinicos sendo os animais assintomaticos. A



21

gravidade da doenca depende de diversos fatores: um deles é a capacidade imunoldgica do
hospedeiro vertebrado e/ou a presenca de outras agentes concomitantes, como outras parasitoses
provocadas por ixodideos (WANER, 2013).

Na fase aguda, que dura cerca de 2 a 4 semanas, 0s sinais clinicos apresentados pelo
animal compreendem febre, anorexia, depressdo, mucosas palidas, hepatomegalia,
esplenomegalia, vasculite, petéquias, equimoses, epistaxe (Figura 5), secrecdo ocular (Figura 6) e
nasal serosa a mucopurulenta, linfoadenomegalia, alteracGes neuroldgicas, musculares, oculares,
poliartrite e sinais menos frequentes incluem diarreia, vomito, tosse e alopecia (FELDMAN,
2000; ORIA, 2001; NAKAGH, 2008).

A fase subclinica geralmente comeca de 6 a 9 semanas pos-infeccdo, e 0s animais
apresentam anemia nao regenerativa, leucopenia, trombocitopenia, nesta fase ndo sdo observados
sinais clinicos evidentes, podendo os animais permanecer por meses ou anos ocorrendo apenas
alteracOes laboratoriais hematoldgicas, o que remete a importancia de exames hematol6gicos e
soroldgicos periddicos (NELSON e COUTO, 2010).

A fase cronica pode compreender duas formas, consoante a forma desenvolvida, diferentes
sinais clinicos aparecerdo. Na fase cronica ndo mielossupressiva os sinais clinicos sdo vagos e por
vezes semelhantes aos da fase aguda, prevalecendo apatia, depressao e perda de peso. Ja a fase
crbnica mielossupressiva, caracteriza-se por um quadro bastante complexo. Os pacientes
evidenciam anemia, trombocitopenia, leucopenia, supressdo medular, emaciacdo, hemorragias
frequentes, edema periférico, especialmente nos membros posteriores e escroto, hipotermia,
estomatite ulcerativa, politria e polidipsia, glomerulonefrite, ictericia e piodermite. Ainda é
possivel a ocorréncia de infeccBes secundarias, como pneumonia intersticial. Podem também
ocorrer alteracdes na capacidade ou ciclo reprodutivo, incluindo prolongamento do corrimento
sanguineo no estro, infertilidade, aborto e morte neonatal (HALOS, 2015).

Vaérias anormalidades clinicas e clinicopatolégicas manifestadas durante a fase cronica séo
devido as reagfes imunes contra o microrganismo intracelular (BIRCHARD e SHERDING,
2008; NELSON e COUTO, 2010). Os sinais podem ser brandos ou o animal pode até apresentar-
se saudavel e clinicamente sem alteracdes. Alguns cdes podem apresentar artrite generalizada,
devido ao depdsito de imunocomplexos; a trombocitopenia moderada é comum e importante no

estabelecimento de um diagndstico conclusivo (LEGATZKI, 2002). Raramente, sinais como
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uveite anterior, opacidade corneana e artrites com sintomatologia discreta, moderada ou grave
podem ser vistos nesta fase (OLIVEIRA et al., 2000; HARRUS e WANER, 2011).

Ocorre  também  hipoalbuminemia, por deposicdo de imunocomplexos ou
imunoestimulacdo cronica (NELSON e COUTO, 2010). Harrus et al. (2001) descreveram a
deteccdo de imunocomplexos 45 dias apos a infeccdo em um cdo do grupo de seis infectados
experimentalmente pela Ehrlichia canis e Breitschwerdt (1997) relatou que a erliquiose provoca
grande diversidade de alteracdes clinicas e condicGes patoldgicas suspeitas de serem relacionadas
a formacdo de imunocomplexos ocasionando alteracbes como glomerulonefrites, uveite e
poliartrite. O progresso da fase cronica pode ser severo e grave, provocando eventualmente a
morte do animal por infeccdo secundaria ou por hemorragia. Portanto, o diagnostico da doenca
antes que ela progrida é essencial para melhores perspectivas no prognostico (NEER e HARRUS,
2006).

Segundo Nakaghi et al. (2008) a febre é frequente em cées infectados pela E. canis. Diniz
et al. (2008) identificou lesdo em midcitos cardiacos em populacdo de cdes naturalmente
infectados pela E. canis onde estes cdes em fase aguda apresentaram maior risco de

desenvolverem lesdo miocérdica do que outros cdes doentes.

Figura 5- Cdo com Epistaxe
Fonte: Torres (2016).
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.

Figura 6- Animal com secregéo ocular
Fonte: Torres (2016).

3.7 Fatores de risco e Epidemiologia

Aguiar et al. (2007) e Sousa et al. (2010) observaram que os fatores como sexo, raca e
idade ndo sdo importantes na EMC, porém o parasitismo pelo R. sanguineus é apontado como
principal fator de risco (AGUIAR et al., 2007). No entanto Azevedo et al. (2011) verificou que
idade avancada, presenca e contato com outros cées assim como exposi¢do ao R. sanguineus sao
fatores de risco ao desenvolvimento da infeccéo.

A erliquiose canina € uma doenca mundialmente distribuida em varias regibes
geograficas, as quais incluem sudeste da Asia, Africa, Europa, india, América Central e
América do Norte. Isso tudo coincide com a prevaléncia nessas areas do  vetor
(WOLDEHIWET e RISTIC, 1993). A doenca parece ser endémica em muitas regides do Brasil
(VIEIRA et al., 2011).

Nos estados brasileiros, 0s niveis de prevaléncia da doenca podem variar de acordo com a
distribuicdo do vetor, as condi¢bes climaticas, a populacdo sob estudo, o0 comportamento animal
seu habitat e até mesmo com a metodologia empregada na investigacdo do agente. Nos estados
do Nordeste e do Sul, diferencas das taxas de prevaléncia podem ser atribuidas em parte a
melhor adaptacdo do carrapato ao clima quente e Umido do que ao clima temperado
(SILVA et al., 2014).

Foram relatados por Labarthe et al. (2003) e Moreira et al. (2003) que em hospitais e
clinicas veterindrias das regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil
aproximadamente 20% dos cdes atendidos sdo acometidos pela erliquiose. Na regido Nordeste
do Brasil, no municipio de Chapadinha, Estado do Maranhdo, um estudo com métodos

soroldgicos e moleculares, objetivou revelar a exposicéo e infeccdo de agentes transmitidos por



24

carrapatos, comprovaram que 14,6% dos cées foram soros reagentes para E. canis. Em relacéo
aos tipos de habitats zonas urbanas e rurais, foram demonstrados que a sororreatividade canina
para Ehrlichia canis foi semelhante em ambas as areas (COSTA et al., 2015).

Em paises de clima temperado, tropical e subtropical a erliquiose €é causada pela E.
canis, coincidindo com a ocorréncia do seu vetor, Rhipicephalus sanguineus. A E.canis é a
principal espécie em cdes no Brasil, embora infeccdo por Ehrlichia ewingii tenha, despertado
suspeita em caes (VIEIRA et al., 2011).

3.8 Alteracdes Hematologicas

A bactéria infecta leucdcitos mononucleares, podendo causar alteragdes hematoldgicas
como trombocitopenia, pancitopenia e linfocitose (ALMOSNY, 1998; LITTLE, 2010; EBANI e
BERTELLONI, 2014; MAIA et al., 2014). As principais alteracdes hematoldgicas verificadas em
pacientes com erliquiose séo leucopenia e anemia (HARRUS, 2012).

A trombocitopenia, evidenciada no hemograma, é clinicamente seguida pelo achado de
hemorragias petequiais nas membranas, mucosas ou pele, decorrente da diminuicdo da meia-vida
das plaquetas, resultante da sua destruicdo, em razdo da estimulacdo do sistema imunolégico, da
cascata de coagulacdo e resposta inflamatoéria. A diminuicdo da producao de plaquetas pode ser
por consequéncia da hipoplasia de medula e suas causas sdo variadas: por irradiacdo corporal
total, medicamentos, toxinas, agentes infecciosos e neoplasias (BAKER, 2015).

A principal causa infecciosa de trombocitopenia em cdes € a infeccdo pela Ehrlichia canis
e menos comumente por Anaplasma platys. Estudos apontam que a erliquiose em seu estagio
inicial causa destruicdo de plaquetas por mecanismos imunomediados, € no final da doenca
provoca a aplasia de medula 6ssea e por consequéncia a diminuicdo na producdo de plaquetas
(BAKER, 2015).

Na fase subclinica o achado hematologico mais comum também é a trombocitopenia,
justificado pela superprodugdo de anticorpos anti-plaquetas devido a persistente presenca e
proliferacdo da Ehrlichia canis. Ainda nesta fase pode-se visualizar plaquetas aumentadas o que
sugere medula dssea ativa e realizando trombocitopoiese. Nesta fase também pode-se observar
uma ligeira neutropenia, no entanto, os cdes nao ficam leucopénicos ou intensamente
neutropénicos. Estes achados podem sugerir a continuidade de variadas alteragdes patoldgicas, e
que, portanto, ndo devem ser menosprezadas, ja que estes animais podem ser portadores
subclinicos da Ehrlichia canis (WARDROP, 2010).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B4
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B27
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B14
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B14
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-736X2018000300528&amp;script=sci_arttext&amp;B28
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Na fase aguda da doenca a trombocitopenia é a alteracdo mais evidente, envolvendo
diversos mecanismos inflamatorios e imunoldgicos, que levam a um aumento do consumo de
plaquetas devido a altos valores sericos de anticorpos IgG antiplaquetarios, presentes no
endotélio vascular inflamado, além da diminuicdo das plaquetas devido ao sequestro esplénico
(SOLANO-GALLEGO, 2015). No esfregaco sanguineo pode se visualizar mérulas no citoplasma
de leucdcitos ou plaquetas (HARRUS, 2000).

Em relacdo as proteinas plasmaéticas a hipoproteinemia pode indicar estados de
subnutricdo, bem como de insuficiéncia ou lesdo hepéatica e hemorragias. As proteinas sanguineas
sdo sintetizadas principalmente pelo figado, sendo que a taxa de sintese estd diretamente
relacionada com o estado nutricional, especialmente com o0s niveis de proteinas e com a
funcionalidade hepética. A hiperproteinemia, por sua vez, obteve associacdo com a infeccédo e
pode estar associada as doencas ou processos inflamatorios que estimulam a sintese de certas
imunoglobulinas alterando a producéo protéica (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A fase cronica vem acompanhada de monocitose, linfocitose, com linfocitos podendo
conter granulos azurofilicos, trombocitopenia, anemia ndo regenerativa, pancitopenia e
gamopatia monoclonal (GREENE, 2012). Segundo Gregory e Forrester (1990) na fase cronica
da erliquiose, a linfopenia e leucopenia estdo entre as principais caracteristicas encontradas. A
linfopenia geralmente é atribuida a resposta aos esteroides, ocorrendo em resposta as principais
doencas sistémicas, aos distirbios metabolicos e a dor. A leucopenia pode ocorrer devida a
imunossupressao do animal durante a fase crénica da doenca (THRALL, 2011).

A evolucdo da doenca leva a aplasia de medula, diminuindo a producdo de hemacias e
plaquetas, consequentemente, gerando anemia ndo regenerativa, normocitica e normocromica,
acompanhada de leucopenia e trombocitopenia (BAKER, 2015). Quando o animal néo
desenvolve uma resposta imume eficiente ao microrganismo ocorre hipoplasia medular
ocasionando também monocitopenia, linfopenia e leucopenia (GREGORY e FORRESTER,
1990).

De acordo com Keer (2003) e Gonzalez (2006) os aumentos de proteinas totais podem ser
causados por dois motivos principais: desidratacdo e inflamacdo, sendo a inflamacéo
acompanhada de hipoalbuminemia e hiperglobulinmia, enquadrada na resposta inflamatoria de
fase aguda. A hiperproteinemia segundo Nakaghi et al. (2008) € um achado comum devido ao
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aumento das gamaglobulinas, e 0 aumento das enzimas AST e ALT pode decorrer de dano
hepético ou do estresse sistémico provocado pela EMC.

A E. canis dentro do hospedeiro definitivo circula pelo organismo, concentrando-se em
orgdos do sistema mononuclear fagocitico como baco, linfonodos e figado, o que ocasiona
linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia por hiperplasia linforreticular. O patégeno
promove ainda interacdo com as células do endotélio vascular, causando vasculite, desordens
imunolodgicas e inflamatorias que suprimem a atividade microbicida de macrofagos, causam
hemaglutinacéo, infiltracdo leucocitaria em diversos 6rgaos como rins, baco, figado, olhos, além
de iniciar a producdo de anticorpos antiplaquetarios (FELDMAN et al., 2000; AGUIAR, 2015;
MCVEY et al., 2016).

3.9 Alteracdes Bioquimicas

As alteracdes bioquimicas mais frequentes em cdes com erliquiose sdo hiperproteinemia,
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. A hiperproteinemia resulta do aumento sérico das
globulinas e dos anticorpos. A hiperglobulinemia geralmente é policlonal, mas também pode
surgir hiperglobulinemia associada as gamopatias monoclonais. Esta resposta humoral
exacerbada estd também associada as consequéncias mais graves da EMC crbnica, como a
sindrome de hiperviscosidade e a glomerulonefrite. Também podem estar presentes elevacdes
das atividades de aspartato aminotranferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e alanina
aminotransferase (ALT) (MOONARMART, 2014), discreta elevacdo dos niveis séricos de
bilirrubina sem ictericia, albumina e proteinas total na fase aguda (ALMOSNY, 1998), além de
um aumento nas concentracgdes sericas de uréia, creatinina e fosforo (TROY, 2006).

A hipoalbuminemia ocorre em associacdo com uma nefropatia que pode culminar com a
perda de proteinas que se denomina sindrome nefrética. Outros achados laboratoriais importantes
incluem proteinuria, hematuria e alteracbes como aumento do tempo de coagulacdo (LITTLE,
2010).

Animais infectados pela E. canis podem ter lesdo renal por depdsito antigeno-anticorpo
provocando glomerulopatias (WOQOD et al., 1991; ALMOSNY e MASSARD, 2002; KANEKO
et al., 2008; SANTOS et al., 2009). Porém o aumento das enzimas renais ocorre apenas quando
aproximadamente 75% dos néfrons ja foram lesados (KANEKO et al., 2008; SANTOS et al.,
2009).
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Na fase aguda da doenca pode ocorrer aumento de uréia que esta relacionado também com
alteracdes no metabolismo do nitrogénio, febre e catabolismo proteico (ALMOSNY e
MASSARD, 2002; KANEKO et al., 2008; SANTOS et al., 2009). As alteracbes da ALT
ocorrem mais comumente em lesdo de processos agudos e geralmente em processos de
hepatopatias cronicas a enzima pode estar dentro da faixa de normalidade (KANEKO et al.,
2008; SANTOS et al., 2009). A presenca de hipoalbuminemia, aumento da fosfatase alcalina,
assim como da aspartato aminotransferase, hiperglobulinemia, hiperfosfatemia e hipocalcemia

sdo achados em cdes infectados pela Ehrlichia canis (ESARTE, 2010).

3.10 Diagnéstico

O diagnostico da erliquiose canina é feito baseado na associacdo dos achados clinicos,
provas laboratoriais, soroldgicas e moleculares. Desta forma, quanto mais precoce for o
diagndstico, havera mais condicdes de se realizar um tratamento adequado da doenca (MUNHOZ
etal., 2012).

Os achados clinicos e a trombocitopenia tém sido usados como um teste de triagem em
regides endémicas (HARRUS et al., 2012). Na avaliacdo do esfregago sanguineo, diversos
agentes transmitidos por vetores podem ser encontrados. As morulas observadas em leucdcitos e
plaquetas confirmam o diagnéstico de anaplasmose ou erliquiose (LEAL et al., 2012). A baixa
parasitemia nos animais assintomaticos ou com doenca cronica poderd determinar 0 insucesso
desta técnica, sendo indicado para esses casos aspirados de medula éssea ou esplénico
(MOREIRA et al., 2003).

N&o sendo observados os parasitos em estiraco de sangue, o diagnostico soroldgico ndo
deve ser descartado utilizando-o como apoio nas fases subclinica e crbnica da doenca, assim
como se utiliza na fase aguda da doenca a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) (MIRANDA
etal., 2011).

A infeccdo pela Ehrlichia canis resulta no desenvolvimento de anticorpos especificos, que
podem ser observados na circulacdo sanguinea em sete dias (IgM) a quinze dias (IgG) apoés a
infeccdo os animais que entram na fase subclinica permanecem com o nivel de anticorpos
elevados que pode indicar persisténcia da infec¢do e estimulo antigénico cronico (WANER et
al., 2001).
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Os testes soroldgicos detectam os anticorpos reativos presentes no soro e ndo a presenca
do organismo em circulagdo, portanto um titulo de anticorpos anti-Ehrlichia canis positivo
confirma a exposicdo ao organismo, mas nao a presenca de infeccdo. Neste contexto titulos
negativos ndo descartam impossibilidade de doenca tendo em vista que ainda ndo ocorreu tempo
suficiente a formag&o de anticorpos. Para tentar contornar tais limitaces deve- se sempre coletar
duas amostras com intervalo de duas a quatro semanas (LEAL et al., 2012).

As técnicas soroldgicas mais usadas para a pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis séo
a imunoflorescéncia indireta (IFI) e o ELISA (NICHOLSON, 2003). A IFI consiste basicamente
na reacdo do antigeno (E. canis) fixado em lamina de microscopia com anticorpos de soros de
animais infectados. A deteccdo da reacdo € com conjugado marcado com isotiocianato de
fluoresceina visualizada num microscépio com filtros de 540nm para deteccdo de fluorescéncia.
De acordo com a padronizacdo da técnica, a presenca de titulos de anticorpos anti-E. canis em
diluicdo superior a 1:40 é considerada como indicador de exposi¢do do hospedeiro ao agente
(AGUIAR et al., 2007).

Devido as diferentes metodologias laboratoriais, ndo existe consenso quanto ao titulo
minimo de anticorpos que evidencie exposicao ao agente patogénico, considerando-se geralmente
um titulo > 40 ou > 80. Desta forma, as titulagdes de 1:40, ou superiores, S0 evidéncia de
exposicdo ao agente. Dois resultados consecutivos, com duas semanas de intervalo, que
demonstrem um aumento igual ou quatro vezes superior ao valor da primeira titulacdo, séo
indicativos de infeccdo ativa (HALOS, 2015).

Um aspecto negativo da IFI para erliquiose é a possibilidade de ocorrer reagdes cruzadas,
especialmente entre E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii. Por isso, a IFI apresenta especificidade
baixa, embora possua boa sensibilidade. Essa baixa especificidade torna-se ainda mais critica
com soros de titulos baixos em animais na fase crénica e animais tratados (< 1:160) (FISHMAN
et al., 2004).

O teste ELISA ¢ outro método soroldgico possivel para diagnostico envolve a ligacdo de
enzimas, que sdo marcadas com antigenos ou a anticorpos. Dois métodos basicos sdo utilizados:
0 teste de ELISA direto e o teste de ELISA indireto. O teste de ELISA direto utiliza-se da
deteccdo do antigeno e o indireto na deteccdo de anticorpos. A especificidade do teste ELISA
indireto (FIGURA 7) é idéntica a da IFI. O Dot-ELISA (DotBlot) é uma técnica soroldgica direta

sensivel e especifica para deteccdo de anticorpos no soro e ndo requer estrutura laboratorial
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sofisticada. Assemelha-se ao ELISA indireto, diferindo somente pela adsor¢do do antigeno a uma
membrana de nitrocelulose. A leitura do resultado é visual e a interpretacdo é simples e o
resultado da reacdo permanece registrado na membrana de nitrocelulose, permitindo uma
conferéncia posterior dos dados. Este teste € 0 que esta disponivel para utilizacdo in situ nas
clinicas e hospitais veterindrios, a especificidade apresentada ¢é elevada, variando entre 0,98-1,00,
conforme a marca do teste utilizado. Estes testes possuem sensibilidade para detectar titulagdes
de 1:100 ou superiores (WANER et al., 2001; HARRUS et al., 2002).

O teste de ELISA é bastante utilizado, visto que € considerado o método de diagndstico
de maior praticidade e menor custo, entretanto, se vé com frequéncia com resultados falso-
positivos. Isto se deve ao fato deste teste detectar anticorpos, diagnosticando como positivos 0s
animais que estdo ou ja estiveram em contato com o antigeno (ALMOSNY, 1998; FIGUEIREDO
et al., 2011). A tecnologia SNAP® da IDEXX foi desenvolvida para uso em clinicas veterinarias,
com base no teste ELISA (Enzyme-LinkedimmunosorbentAssay) para deteccdo de
antigenos/anticorpos em sangue ou fezes de animais (IDEXXLAB, 2015).

E.canis Ab

Figura 7- SNAP® ALERE
Fonte: ALERE (2019).

O Canine Snap 4Dx® Plus é um kit de diagnostico rapido baseado na metodologia ELISA
que detecta anticorpos contra E. canis, Anaplasma spp., Borrelia burgdorferi e antigeno da
Dirofilaria immitis e para Bowman et al. (2009) e Diniz et al. (2009) apresentam bons resultados
quando comparados & Reacdo em cadeia polimerase (PCR) e RIFI. Estudos realizados por Diniz et al.
(2009) utilizando 4Dxe Plus como técnica de diagnostico para E. canis obteve acuracia de 81,5%.

Harrus et al. (2002) ao compararem trés kits de ELISA com a técnica de RIFI, ndo
encontraram diferencas significativas entre os testes, 0 que possibilitou a conclusdo que os

primeiros sdo especificos e sensiveis, principalmente para titulos maiores que 1:320. O SNAP
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Test apresentou sensibilidade e especificidade de 71% e 100%, respectivamente, quando
comparado a RIFI,

Os resultados obtidos pelo 4Dx® Plus devem ser interpretados considerando-se 0s
achados clinicos e laboratoriais, tendo em vista que resultados falso negativos podem ser
relatados em infec¢Oes agudas, o que necessita de novos testes com intervalo de 21 dias entre eles
(IDEXXLAB, 2015).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) € um método de diagnostico extremamente
eficaz, ja que detecta o material genético da bactéria no sangue ou em 6rgdos do hospedeiro. Esta
técnica permite a sintese de grandes quantidades de fragmentos de &cido desoxiribonucleico
(DNA) sem recorrer a clonagem. A chave deste processo é o uso de uma DNA polimerase
termoestavel, que permanece ativa durante os varios ciclos de aquecimento. Depois de
amplificado o DNA ¢ lido por eletroforese em gel. Hoje esta técnica é uma realidade para alguns
dos médicos veterinarios (SILVA, 2015).

A técnica molecular de PCR é um meio adequado para a deteccdo do DNA de Ehrlichia
canis no soro mesmo antes da soroconversdo, facilitando o diagnoéstico prematuro da erliquiose
canina, quando naqueles ainda ndo se houve tempo para producdo de anticorpos contra a bactéria
se tornando os animais falsos negativos quando avaliados pelo método soroldgico devendo ser
usada em conjunto com técnicas soroldgicas, no entanto a técnica de PCR consiste numa técnica

de alto custo e ndo é utilizada ainda na rotina de clinicas veterinarias (ANDRE et al., 2015).

3.11 Tratamento

Embora a terapéutica para erliquiose seja indicada e muitas vezes apresente SuCesso
qguando corretamente aplicada e com a devida antecedéncia, é importante salientar que animais
tratados corretamente podem mesmo assim permanecer infetados pela Erhlichia canis (STICH,
2010). Um animal pode ser considerado livre da doenca quando se observa recuperacdo clinica e
melhora das alteragdes hematologicas e bioquimicas com resolucdo da hiperproteinemia,
podendo, no entanto, permanecer infectado (LAPPIN, 2002).

A minociclina na dose de 10mg/kg, via oral duas vezes ao dia durante 28 dias pode ser
utilizada, assim como a tetraciclina na dose de 22 mg/kg, via oral trés vezes ao dia durante 28 dia

ou a oxitetraciclina na dose de 25 mg/kg, via oral trés vezes ao dia durante 28 dias por serem
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lipossollveis. No entanto, a droga de elei¢do é a doxiciclina na dose de 10mg/kg, via oral uma
vez ou duas vezes ao dia durante 28 dias (BREITSCHWERDT, 2007).

A doxiciclina em particular apresenta uma excelente penetracdo na barreira
hematoencefalica e maior tempo de meia-vida que 0s restantes principios ativos referidos. A
utilizacdo do cloranfenicol na dose de 15-25 mg/kg, via oral trés vezes ao dia durante 28 dias e
recomendada em casos de infecgdes persistentes ap0s tentativa fracassada de terapéutica com
tetraciclinas, sendo por isso usado como recurso (KENNY, 2005).

A utilizacdo de glicocorticoides em doses imunossupressoras, como a prednisolona a 2
mg/kg, durante dois a sete dias pode ainda ser benéfica e é aconselhada no periodo inicial do
tratamento, na presenca de trombocitopenia severa, devido ao carater imunomediado (SOLANO-
GALLEGO, 2015).

Além dos principios terapéuticos convencionais para o tratamento da erliquiose, em
animais desidratados deve-se instituir sempre um protocolo de fluidoterapia e nos severamente
anémicos, sempre que possivel, é importante realizar a transfusdo sanguinea, e o0 uso de
estimulantes do apetite, nos casos de anorexia com 0 uso das vitaminas do complexo B ou até
diazepam para auxiliar a recuperacdo (SOLANO-GALLEGO, 2015).

3.12 Profilaxia

O ponto mais importante de todas as medidas profilaticas é o controle dos vetores que
transmitem agentes hemoparasitas aos hospedeiros vertebrados. Existem diversos produtos
atualmente disponiveis para o controle dos carrapatos, contudo € importante levar consideracao
as caracteristicas bioldgicas dos ciclos de vida do agente transmissor, uma vez que apenas 5%
dos carrapatos se encontram efetivamente no cdo, e 95% no meio ambiente. Assim, a estratégia
de controle deve contemplar o animal e sempre o ambiente em que este se insere, pois medidas
de controle que foquem apenas um destes elementos, serdo insuficientes (DANTAS-TORRES,
2008).

O Rhipicephalus sanguineus tirou proveito do aquecimento central para propagar-se e nas
zonas temperadas, onde ele gera muitas vezes populagdes enormes em abrigos, canis e hospitais
veterinarios; durante o inverno, ele ndo consegue sobreviver no meio externo no Norte. Os cées
que vivem em regides temperadas adquirem com frequéncia este artropode nesse tipo de

instalacdo infestada, mas durante o verdo, a infestacdo pode ocorrer ao ar livre. Em consequéncia,
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para a obtencdo de resultados duraveis, a eliminacdo desses carrapatos deve incluir o tratamento
acaricida tanto nos cées, quanto no ambiente em que estes vivem, portanto, trés tipos de controle
quimico, mecanico e biolégico (BOWMAN, 2010).

O tratamento quimico compreende a utilizacdo de drogas feitas para uso oral como o
fluralaner e afoxalaner, que tem uma boa eficicia, assim como coleiras impregnadas de
imidaclopride a 10% e flumetrina a 4,5% com eficacia de 100% quando comparadas as coleiras
de deltametrina. Ainda existem outros farmacos utilizados em spray, e spot-on, além de
compostos de propoxur, carbaril e organofosforados e carbamatos utilizados no controle do meio
ambiente. O controle mecéanico é feito retirando os carrapatos do animal através de trabalho
manual e escovacdo. O controle bioldgico compreende fechar frestas e fendas no ambiente onde
vive 0 animal evitando que os carrapatos tenham um local para ficar e controlar a vegetacao
(LARSEN, 2014).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e critérios de inclusao

Foram avaliados 20 cdes de diferentes sexos, variadas ragas e idades, provenientes dos
atendimentos realizados no Hospital Veterinario da Prefeitura de Recife PE no periodo de
setembro de 2017 a maio de 2018.

Cada tutor foi informado a respeito da pesquisa, e apds a devida autorizacdo foi realizada
a coleta de dados com o preenchimento de ficha individual, contendo dados epidemioldgicos e
alterac@es clinicas, seguido pelo exame fisico de cada animal.

Como critério de inclusdo na pesquisa, 0s animais deveriam ser positivos ao teste
soroldgico e apresentar sinais clinicos sugestivos da doenca, como apatia, anorexia, vomito,
febre, distarbios hemorragicos, palidez de mucosas, secre¢do ocular ou nasal, perda de peso,
lesdes oculares, linfoadenopatia, esplenomegalia e dispneia (MOREIRA et al., 2003; CASTRO et
al., 2004; BORIN et al., 2009).

4.1.1 Comissao de Etica
Esta pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) sob Decisdo 125/2017.
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4.2 Coleta de Sangue

A coleta de sangue foi realizada por meio da venopungdo utilizando-se seringas
descartaveis. Foram coletados 4 ml de sangue, 1,5 ml foi acondicionado em tubos plasticos tipo
erppendof® contendo anticoagulante para a realizagdo do hemograma e do teste sorolégico. A
amostra restante foi acondicionada em tubo sem anticoagulante para realizacdo dos exames

bioquimicos.

4.3 Hemograma

O hemograma foi realizado com o auxilio de analisador hematoldgico veterinario (pocH-
100iV-Diff-Roche®); a morfologia celular e a contagem diferencial das células foi realizada ap6s
a confeccdo de esfregacos sanguineos, as laminas de vidro foram coradas pelo método pandtico

rapido (Instat-Prov®-Newprov) e com base nos valores de referéncia de Kaneko(2008).

4.4 Bioquimica sérica

Para as analises bioguimicas, foram transferidos 2,5 ml de sangue para um tubo plastico
tipo (Vacutainer®) sem anticoagulante, que foi posteriormente centrifugado. Apos a formacédo do
coagulo, a amostra foi colocada em centrifuga Excelsa Baby Il modelo 206-R® (Fanem, Sdo
Paulo-Brasil) com a velocidade de 500 G durante 10 minutos para a obtencdo do soro.

As analises bioguimicas foram realizadas em analisador bioguimico automatico Labmax
240®, com a utilizacdo de kits comerciais (Labtest Diagnéstica, MG, Brasil), de acordo com as
técnicas descritas a seguir: &cido ALT (alanina aminotransferase): método cinético UV — IFCC;
AST (aspartato aminotransferase): método cinética UV — IFCC; ureia: método enzimatico
colorimétrico; creatinina: método Labtest — reacdo de Jaffé; icrato sem precipitacdo; célcio:
método arsenazo Ill; Fdsforo: método Labtest (fosfomolibdato, molibdato); e potassio: método

enzimatico em modo cinético.

4.5 Sorologia
A amostra utilizada foi uma aliquota de 3 gotas de sangue total com 4 gotas do reagente,
apos a homogeneizacdo de 10 segundos a amostra foi conduzida para o dispositivo do Snap,

despejada no poco do dispositivo que fluiu através da janela de resultados sendo feita sua leitura
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apos 30 segundos para identificagdo dos anticorpos anti Ehrlichia canis. Foram utilizados kits

comercias da Alere ® para testar os animais com anticorpos anti —Ehrlichia.

5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncias absolutas e percentuais
para as variaveis consideradas em categorias e das medidas media, desvio padrao (média £ desvio
padrdo), valor minimo e valor maximo quando as varidveis foram consideradas numericamente.
Os dados foram digitados na planilhna EXCEL e o programa utilizado para obtengdo dos céalculos

estatisticos foi o IBM SPSS na versao 23.
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6 Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os resultados em valores absolutos e relativos relacionados com a
sintomatologia clinica dos 20 animais positivos na sorologia para Ehrlichia canis. Observou-se
nesta pesquisa que 75% dos animais apresentaram apatia, 50% vomito, 45% secrecdo ocular e
5% distarbio hemorrégico. Estes resultados estdo de acordo com Halos (2015) que afirmou que
os caes infectados pela Ehrlichia canis podem apresentar sintomatologia variada, dependendo da
fase da doenca em que se encontram e o quadro clinico pode variar de sinais clinicos graves até a
inexisténcia de quaisquer sinais clinicos.

Quanto aos sinais clinicos os resultados se assemelham aos de Franca (2017) que observou
como sinais clinicos mais comuns em cées positivos sorologicamente para Ehrlichia canis: anorexia,
perda de peso, letargia, edema de membros, emese, dispneia, mucosas palidas, tendéncias a
hemorragias como petéquias, equimoses e epistaxe, em decorréncia de trombocitopenias,
disfungdo plaquetéria e vasculite. alteracdes oftalmicas e renais, apatia com suscetibilidade a
infecgBes secundérias devido ao comprometimento da imunidade do animal também sdo sinais
observados.

Waner (2013) afirmou que a gravidade da doenga depende de diversos fatores e um deles
¢ a capacidade imunoldgica do hospedeiro vertebrado e ou a presenca de outros agentes
concomitantes, nomeadamente parasitoses provocadas por ixodideos.

Silva (2014) relatou que vémito e secrecdo ocular sdo sinais ndo caracteristicos da doenca
podendo ser encontrados em fase crénica e aguda da erliquiose canina. Distlrbios de coagulagdo
como epistaxe, petéquias e equimoses sdo sinais clinicos comuns em fases aguda e cronica da
doenca. Um achado incomum nesta pesquisa foi ter a presenca de apenas um animal com
disturbio hemorragico, no entanto os achados clinicos dependem da fase da doenca e da
severidade da mesma (FRANCA, 2017).
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Tabela 1 — Resultados em valores absolutos e relativos da sintomatologia clinica de cées
naturalmente infectados e positivos na sorologia para Ehrlichia canis.

Variavel Sim Néo

n % N %
Apatia 15 75 5 25
Vomito 10 50 10 50
Disturbios hemorréagicos 1 5 19 95
Secrecdo ocular 9 45 11 55

A Tabela 2 apresenta os resultados com a média, desvio padrdo, mediana, minimo e
maximo dos dados hematoldgicos dos 20 cées naturalmente infectados e positivos na sorologia
para Ehrlichia canis. Observou-se uma variabilidade elevada nas variaveis bastonetes e eosindfilos
com valores dos desvios padrdo superiores as médias correspondentes. E foram razoavelmente

elevados o desvio padrdo nas variaveis segmentados, linfocitos e mondcitos.



Tabela 2 — Resultados do perfil hematoldgico de cées naturalmente infectados e positivos na

sorologia para Ehrlichia canis
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Variavel Meédia £ DP Mediana Minimo Maximo
Hemécias 5,02 + 1,54 4,86 2,48 7,99
(5,5-8,5 x10°/ml)

Hemoglobina 10,93 + 3,82 10,55 5,00 19,30
(12-18g/dl)

Hematocrito 32,64 + 11,90 31,30 10,00 57,40
(37-55%)

VCM 62,92 10,27 64,72 22,70 71,80
(60-77fl)

CHCM 33,23 +0,77 33,24 32,15 34,87
(32-36%)

Plaguetas 130,67 + 60,42 107,50 39,00 285,00
(200-500 x10*/ml)

PPT 7,88+ 1,79 8,00 4,40 12,00
(5,5-8,0g/dl)

Leucdcitos 8,02 + 3,60 7,20 3,40 16,00
(6.000-17.000 x 10°/ml)

Bastonetes 483,40 + 517,44 337,00 0,00 2244,00
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(0-300 x 10°/ml)

Segmentados 5402,20 £ 2737,87  4446,00 2108,00 11616,00
(3.000-11.500 x10%/ml)

Eosindfilos 309,70 + 412,44 166,50 0,00 1495,00
(100-1.250 x 10%/ml)

Linfécitos 1598,35 + 961,74  1291,00 627,00 4800,00
(1.000-4.800 x 10*/ml)

Mondcitos

(150-1.350 x10%/ml) 179,85 + 96,76 163,50 0,00 396,00

A média dos valores para hemacias hemoglobina e hematocrito se mostrou abaixo dos
valores de referéncia evidenciando que a maioria dos animais desta pesquisa apresentava anemia.
Resultados similares foram encontrados por Santos et al. (2009), Borin et al. (2009) e Vieira et al.
(2011). E possivel que esta alteracdo ocorra devido a acdo de supressdo medular orquestrada pelo
sistema monocitico fagocitario em conjunto com o sistema complemento, que desencadeiam a
supressdo da eritropoiese medular desencadeando a anemia (KAKOMA et al., 1994, ALMOSNY
e MASSARD 2002; NAKAGHI et al., 2008).

A anemia é uma alteracdo observada com frequéncia no hemograma de cdes com
erliquiose e é normalmente classificada como normocitica normocrémica e ndo-regenerativa,
sugerindo auséncia de resposta da medula 6ssea. A anemia pode ser devida a remocdo dos
eritrécitos circulantes pelo sistema monocitico-fagocitario, a acdo do complemento na lise celular
e a supressdo da eritropoiese na medula 6ssea (MOREIRA et al., 2003). A anemia caracteriza-se
pela reducio no nimero de hemécias, ou no teor de hemoglobina, ou em ambos. E um reflexo de
um estado patologico. Ocorre em razdo a uma excessiva perda de sangue (hemorragias),
destruicdo (hemolise), ou queda na producéo de eritrécitos (BIRCHARD e SHERDING, 2003).



39

A maioria dos animais deste estudo apresentou anemia do tipo normocitica normocrémica
e tais resultados discordam dos achados de cées naturalmente infectados pela Ehrlichia canis
conforme citou Borin et al. (2009), os quais citam anemia normocitica hipocrémica.

Em relacdo ao leucograma, apenas os bastonetes apresentaram-se elevados nos animais
desta pesquisa. Segundo Codner et al. (1985) quando o nimero de bastonetes estiver mais alto do
que os segmentados, significa que a medula dssea ndo estad conseguindo enviar para 0 sangue
uma quantidade suficiente de neutréfilos maduros, liberando os imaturos, isso geralmente ocorre
em processos inflamatdrios e infecciosos mais graves. Se 0 aumento de bastonetes vier
acompanhado por um aumento do nimero dos outros glébulos brancos (eosinofilos, basoéfilos,
linfocitos e mondcitos) indica que o organismo esta respondendo bem a uma inflamacéo ou
infeccdo.

Harrus et al. (1997) afirmou que a monocitose é um achado frequente e é um forte
indicativo da possibilidade de uma erliquiose mesmo antes da observacdo das mérulas no
esfregaco sanguineo, no entanto, Codner et al. (1985) afirmaram que a monocitose nem sempre é
observada em animais com erliquiose canina. Entdo, sugere-se que a monocitose pode ou nédo
aparecer nos animais positivos naturalmente infectados pela Ehrlichia canis, ndo sendo uma
alteracdo hematoldgica especifica.

Um estudo feito por Mendonca et al. (2002) no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia com 109 animais naturalmente infectados pela Ehrlichia canis foi
observada uma grande amplitude de variagdo nos valores dos constituintes do eritrograma e do
leucograma, embora inespecificos, 0s pacientes apresentaram trombocitopenia, anemia
arregenerativa, eosinopenia, desvio nuclear de neutrdfilos a esquerda, estes autores afirmaram
que a amplitude das variacGes ocorreram pelos fatores inerentes a patogenicidade da cepa, curso
da infeccdo, resposta individual dos animais e a presenca de agentes infecciosos concomitantes.

Faria et al. (2005) em pesquisa realizada no Hospital Veterinario da UNESP/ Jaboticabal
com 31 animais suspeitos de erliquiose, observaram que todos cdes apresentaram
trombocitopenia, 80% apresentaram anemia e 35% apresentaram leucopenia.

Em estudo realizado por Miranda et al. (2004) com 557 canideos do Municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ, observou-se que 69 animais foram positivos em pesquisa de

esfregaco sanguineo, o que representa 12,4% dos animais. As principais alteracdes hematologicas
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encontradas neste estudo foram trombocitopenia, anemia normocitica normocrémica, leucocitose
neutrofilica com desvio a esquerda leve, linfopenia e eosinopenia.

Nesta pesquisa a trombocitopenia foi uma alteracdo muito frequente nos cédes e a média
foi de 107.50 na contagem de plaquetas. As plaquetas fazem parte do conjunto de componentes
responsaveis pela hemostasia efetiva, além delas, existem também, os fatores de coagulagdo e a
parede vascular que atuam nesse processo de controle do sangramento e manutencdo do fluxo
sanguineo. Sdo fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos em formato de disco plano
(BAKER, 2015). Uma das primeiras formas de avaliacdo da hemostasia é a contagem de
plaquetas, que nos cdes pode variar de 200.000 a 500.000 plaquetas/ul (JAIN, 1993). Desta
forma, quando a contagem de plaquetas é inferior ao valor minimo de referéncia é dito que o
animal apresenta um estado patolégico, chamado trombocitopenia (TAKAHIRA e MATTOSO,
2015).

Jericé et al. (2015) afirmaram que a trombocitopenia estd relacionada a perda de
plaquetas circulantes, através da vasculite, em decorréncia do aumento do consumo, destruicao
mediada por imunocomplexos ou de sequestro de plaquetas pelo baco em presenca da infeccédo
pela E. canis e esta fortemente presente em animais em fase aguda e subclinica da doenca.

A trombocitopenia é o achado hematol6gico comum na erliquiose monocitica canina em
todas as fases da enfermidade, com ocorréncia em mais de 90% dos cées infectados. E proposto
ainda que a infeccdo pela E. canis resulta em producdo exacerbada de anticorpos antiplaguetas,
que por sua vez seria uma das maiores causas de trombocitopenia vista na EMC (HARRUS et al.,
1996; HARRUS et al., 2004). Também contribui para a ocorréncia de trombocitopenia a presenca
do fator de inibicdo da migracdo plaquetaria produzido por linfocitos ativados que séo
estimulados pela exposi¢cdo a mondcitos infectados, comprometendo a formacéo de pseudépodes
das plaquetas, induzindo-as ao arredondamento, aglutinacéo e vazamento (HARRUS et al., 1997;
KATARZYNA et al., 2011).

A Tabela 3 apresenta os resultados da biogquimica sérica (Proteinas plasmaticas totais,
ureia, ALT, AST, FA, e Fosforo) e foi constatado que todas as variaveis encontraram-se dentro
dos valores de referéncia A variabilidade se mostrou elevada na variavel fosfatase alcalina com
valor do desvio padrdo superior a média correspondente e foram razoavelmente elevadas nas

variaveis uréia, creatinina e AST.
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Tabela 3 — Perfil bioquimico de cées naturalmente infectados e positivos sorologicamente pela

Ehrlichia canis.

Varidvel Média + DP Mediana Minimo Maximo
Ureia 43,80 + 31,18 32,50 15,00 121,00
(10 -60mg//dI)

Creatinina 0,80+0,51 0,68 0,43 2,74
(0,5-1,5mg/dlI)

ALT 55,45 + 51,69 37,00 10,00 206,00
(10-88UI/L)

AST 44,20 + 30,80 34,50 15,00 155,00
(10-88UI/L)

Fosfatase alcalina 90,20 + 100,29 52,50 24,00 414,00
(10-96UI/L)

Albumina 2,62 +0,68 2,60 1,60 3,70
(2,3-3,8mg/dl)

Célcio 8,72 +1,36 8,73 6,50 12,00
(9-11,3 mg/dl)

Fosforo 598+131 6,30 2,50 7,44

(2,6 -6,2mg/dI)

A avaliacdo bioquimica sérica vem sendo utilizada extensivamente em Medicina

Veterinaria ndo somente para avaliacdo clinica individual, como também para avaliar populacfes

de animais (PAYNE e PAYNE, 1987). Quando interpretados adequadamente, os resultados
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fornecem importantes informacdes em relacdo ao estado clinico do paciente, ao balanco
nutricional, a situacdes deficitarias, a monitoragdes de tratamento e a prognostico (GONZALES et
al., 2001).

Estudos relatam que a ureia se eleva devido a alteracbes no metabolismo do nitrogénio,
como febre e catabolismo protéico levando a um quadro de azotemia pré- renal o que ndo ocorreu
com os animais deste estudo ja que os valores de ureia. (SANTOS et al., 2009).

Segundo Jerico et al. (2015) as alteragdes nos valores de uréia e creatinina podem ser
observadas em cdes com diagndstico parasitoldgico de erliquiose, babesiose ou anaplasmose, no
entanto, os animais podem estar infectados e ndo apresentarem tais alteragfes. Estes aumentos na
ureia e creatinina sdo comumente encontrados nos casos em que existem danos teciduais renais
devido a alteracdes circulatorias e/ou imunomediadas desencadeados na Erliquiose Monocitica
canina.

Em relagdo a FA, os valores se mantiveram dentro dos padrdes de referéncia, no entanto,
a sua variabilidade se demonstrou elevada. Geralmente, os aumentos da atividade sérica da FA
sdo de origem hepatobiliar, com exce¢do de animais em crescimento ou com doencas dsseas
(MEYER et al.,1992).

Os valores de AST mostraram-se dentro dos padrbes de referéncia, porém, sua
variabilidade se apresentou elevada. Lesdo hepatocelular ou estresse oxidativo sistémico
com consequente aumento das enzimas ALT, AST e FA, principalmente aumento
concomitante de AST e ALT e alterac6es nos valores de albumina sdo condigGes
acentuadas em infeccbes provocadas pela Ehrlichia canis. No entanto, tais alteragdes
estdo relacionadas com a fase da doenca em que 0s animais se encontram, a viruléncia da cepa
infectante, assim como o estado imunoldgico e idade dos animais (HARRUS, 1997).

Na Tabela 4 encontram-se os resultados segundo a classificacdo (baixo, normal e elevado)
das variaveis (PPT, ureia, creatinina, ALT, AST, FA, albumina, calcio e fosforo).
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Tabela 4 — Valores absolutos e relativos segundo a classificacdo das varidveis PPT, ureia,
creatinina, ALT, AST, FA, albumina, Ca e fosforo de cées naturalmente infectados positivos

sorologicamente para Ehrlichia canis.

Variavel Baixo Normal Elevado

n % N % n %
PPT 1 50 8 40,0 11 55,0
(5,5-8,0g/dI)
Ureia - - 16 80,0 4 20,0

(10-60mg/dl)
Creatinina - - 19 95,0 1 50

(0,5-1,5mg/dlI)

ALT - - 17 85,0 3 15,0
(10-88 UI/L)

AST - - 18 90,0 2 10,0
(10-88UI/L)

FA ; - 17 85,0 3 15,0
(10-96UI/L)

Albumina 7 35,0 13 65,0 - -

(2,3-3,8mg/dl)

Ca 10 50,0 9 45,0 1 5,0
(9,0-11,3 mg/dl)

Fésforo 1 5,0 16 80,0 3 15,0

(2,6-6,2mg/dl)
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As proteinas plasmaticas totais encontraram-se elevadas em 55% dos pacientes, seguido
da variavel ureia com 20%, ALT, FA e fosforo cada um com 15%. Valores inferiores a referéncia
foram registrados em 50% dos pacientes com relacdo ao calcio, 35% na albumina e 5% fosforo.
Nas demais variaveis a maioria dos pacientes foi classificada com valor normal.

Os achados mais frequentes em bioquimica sérica na fase cronica da enfermidade incluem
hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, aumento da ALT e da FA. A
hiperproteinemia resulta de niveis elevados de globulinas. Porém, ndo existe relacdo direta entre
os niveis de globulina sérica e os niveis de anticorpos para E. canis (GREENE, 2012).

Keer (2003) e Gonzalez (2006) afirmaram que os aumentos de proteinas totais podem ser
causados por desidratacdo e inflamacéo, sendo a inflamacdo acompanhada de baixa albumina e
aumento das globulinas, enquadrada na resposta inflamatoria de fase aguda.

Segundo Costa et al. (2015) a hipoalbuminemia ocorre em consequéncia da diminuigéo na
ingestdo de proteinas causada pela anorexia, diminui¢cdo na producdo de proteinas causadas por
danos hepaticos em 10 -15 % dos animais ou perda destas proteinas na urina devido a lesao renal,
enguanto a hiperglobulinemia encontra-se associada a resposta imune do hospedeiro em relacéo

ao parasita.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que os sinais clinicos, e o0s resultados
hematoldgicos e bioquimicos encontrados foram variados e séo inespecificos para o diagnostico

da Ehrlichia canis sendo necessario a utilizacdo de outros meios diagnostico como a sorologia.
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